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Studies on Transformation of Bt Gene into Rice Mediated by 
Agrobacterium|]| Oryza sativa|| 


ZHANG Wei-Mei'[] CHENG Zai-Quan'[] CHEN Shan-Na' ^ 
O 1 College of Life Sciences[] Yunnan University] Kunming 650091[] China[] 
2 Institute of Biotechnology[] Yunnan Academy of Agricultural Sciences|] Kunming 650223[] Chinal] 


Abstract CryIAb gene[] one of Bt genes[] was transferred into the calli of Yunnan rice-Dianxi No.4 and 
Hexi No.39 through agrobacterium associated method. Some hygromycin resistan(] Hyg* [] transformants 
are regenerated after selection culture with hygromycin. some plantlets of Dianxi No.4 and Hexi No.39 
were positive in PCR analysis] and some leaves of the plantlets show blue spots in GUS histochemical as- 
sayL] which indicated that Bt gene was integrated into rice genome. An efficient transformation system was 
established by this study. In the experiment{] we found that the ventilation of the container had great influ- 
ence on the formation and growth of the calli. Osmotic potential of washing solution and media also affected 
transformation frequency] because they could reduce the death rate of the calli after washing treatmeat. 


Key words[] Bt gene[] Rice calli[] Agrobacterium[] Gene transformation[] Polymerase chain reaction analysis 
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术 将 抗 虫 基因 导 和 水稻 ， 使 水 称 自身 产生 抗 虫 蛋 白 而 达到 抗 虫 目的 的 研究 至 今 方兴未艾 ， 
有 的 已 进入 了 田间 实验 阶段 (Cheng 等 ，1998; Ye 等 ，2001)。 然 而 ， 由 于 水 称 品 种 间 遗 
传 差异 很 大 ， 且 其 对 转化 反应 的 基因 型 依赖 性 强 ， 从 而 增 大 了 其 转化 技术 的 复杂 性 和 随机 
性 。 因 此 ， 仍 有 必要 对 农 杆菌 介 导 的 转化 系统 作 深入 细致 的 研究 。 本 研究 选用 云南 省 栽培 
粳稻 作为 转化 受 体 材料 ， 通 过 农 杆 菌 介 导 法 ， 首 次 在 云南 品种 中 获得 了 一 批 转 Bt 基因 植 
株 ， 并 建立 起 一 套 稳定 的 水 称 遗 传 转化 体系 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

取 云南 栽培 粳稻 滇 系 4 号 和 合 系 39 号 成 熟 种 子 ， 无 菌 条 件 下 诱导 出 愈 伤 组 织 作为 感染 转化 对 象 。 所 
用 根 癌 农 杆菌 (Bacillus thuringiensis) 菌株 为 EHA105， 双 元 载体 质粒 为 pKUB， 携 有 经 过 优化 编码 区 密码 
FH oyla (b) 基因 ， 由 玉米 启动 子 Ubiquitin 驱动 ， 含 有 潮 霉 素 抗 性 基因 和 Cus 基因 ， 位 于 T-DNA 的 一 
fil, 与 Bt 基因 紧密 连锁 ,参见 图 1。 


Hindi}! Bam HI EcoRI! BamHI 
2.02 k i 





BR Hind ill BamHI BL 


Phos: 胭脂 碱 合成 酶 启动 子 ; Pubi: ubiquitin 启动 子 ; P35S : CaMV35S 启动 子 npt ll : MERR 
琶 转 移 酶 基因 ; hph : MERBRRBMEA ; BR: 右边 界 ; BL: 左边 界 


图 1 用 于 水 稻 转 化 的 农 杆菌 中 pKUB 双 元 载体 T-DNA 区 结构 
Fig. 1 The T-DNA region of pKUB binary vector in Agrobacterium used for rice transformation 


1.2 培养 基 

在 水 称 组 织 培养 和 转化 过 程 中 所 使 用 的 培养 基 见 表 1。 
1.3 方法 
1.3.1 水 稳 愈 伤 组 织 的 诱导 “基本 按 程 在 全 等 (2001) 方法 消毒 种 子 ， 接 种 至 诱导 培养 基 上 , ET 26 ~ 
28 亿 培养 箱 中 培养 25 do 
1.3.2 水 称 愈 伤 组 织 的 继 代 培养 ” 切 下 诱导 的 水 稻 胚 性 愈 伤 组 织 ， 置 于 继 代 培 养 基 上 暗 培养 5~6d, E 
接 用 作 农 杆菌 的 转化 。 
1.3.3 KBAR 4 号 对 潮 替 素 的 本 底 实验 ”将 水 称 愈 伤 组 织 接 到 含 HYG CBR) 的 继 代 培养 基 上 ， 其 中 
HYG 的 浓度 梯度 为 0，10，20，30，50 mg/L, ECT 26 ~ 28 人 培养 箱 中 培养 25 d， 观 察 愈 伤 组 织 的 生长 情况 。 
1.3.4 ” 凑 共 青霉素 对 水 稻 愈 伤 组 织 生长 、 分 化 的 影响 “将 水 稳 愈 伤 组 织 接 到 含 羚 革 青 去 素 的 继 代 培养 基 
上 培养 25 d， 羧 荃 青霉素 的 浓度 梯度 为 0，100，200，300， 再 依次 对 应 转 到 含 相 同 羧 茶 青 均 素 的 分 化 培 
养 基 上 培养 25 d， 观 察 愈 伤 组 织 的 生长 情况 ， 绿 芽 率 。 
1.3.5 农 杆菌 的 培养 及 水 稳 转 化 ” 根 冶 农 杆菌 培养 及 转化 参考 Hiei (1994) 和 程 在 全 等 (2001) 的 方 
法 。 培 养 至 0Dm 约 为 0.4~ 0.6 时 ， 收 集 菌 体 并 重 悬 于 AA 培养 基 中 。 水 称 愈 伤 组 织 浸 人 AA 菌 液 中 ，20 
min 后 取出 并 用 无 菌 滤纸 及 去 菌 液 ， 转 移 到 共 培 养 基 上 ，26 民 暗 培 养 do 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































98 UH UU UU du 26 0 
O01 0000000000000000000000 
Table 1 Media used for tissue culture and transformation of rice 
Medium Composition 
00000 Inducing medium MSO 2.5 mg/L 20 4-D[] 0.2 mg/L 6-BA[] 35 g/L sucrosel] 9 g/L agar] H 5.8 
00000 Continuous medium MSD 1.5 mg/L 20 4-D[] 0.2 mg/L 6-BA[] 35 g/L sucrosel] 9 g/L agar] H 5.8 
AAD DD AA medium 00 HieiO 0 D 19947 
000000 Cocutture medium MSO 1.5 mg/L 20 4-D[] 1 g/L casein hydrolysate[] 10 g/L glucose[] 100 pmol/L 
acetosyringone[] 10 g/L agarl] pH 5.2 
OO O00 1 Screening medium I MSO 1.5 mg/L 20 4-D[] 0.2 mg/L 6-BA[] 30 mg/L Hygromycin[] 250 mg/L 
carbenicillin[] 30 g/L sucrose[] 9 g/L agar] pH 5.8 
00000 2 Screening medium II MSO 1.5 mg/L 20 4-D[] 0.2 mg/L 6-BA[] 50 mg/L Hygromycin[] 250 mg/L 
carbenicillin[] 30 g/L sucrose[] 9 g/L agal] pH 5.8 
O00000 Regeneration medium MSO 1.0 mg/L 6-BA[] 2.0 mg/L KTO 0.2 mg/L NAAD 30 g/L sucrose[] 9 g/L 
agar] pH 5.8 
00000 1 Regeneration medium I 00000 D. 50 mg/L Hygromycin[] 200 mg/L carbenicillin 
00000 2 Regeneration medium II OO O00 1 20 - 30 mg/L. Hygromyein O 100 ~ 200 mg/L carbenicillin 
UD DUD Strengthening medium MS 
13.6 O0 00000000000 3s0mgLOUOOOOO0O0O0000 35e¢LU UU 10gL00 
UU pH5.8SUUUUU 3000 20 mit] CE EL D D] D] 250m”/LUUOUUUU HOBEA CA EU AE D 
HUHUHWUYUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU 
1.3.7 DOOUUUOUOUUUO OO0O000000000000000000 100 280 DD 
IBdJUUUUUUUUUUUUU 20000 SBdUUUOUUUUUUUUUUUUUUOUU) ilz 
UUODOUUY 260 12pd000003~40000000000000009 OU 2-3emll D LU LU 
uuu MSUUUUUUUUU 
1.3.8 DUUUD cusUU UL LL Jefferson O 198710 
1.3.9 DUUUU PCR EI E] 
1.3.9.1 DNADD DBWuuteo5-0o.7gllü SDSUUUUUU DNAD 
1.3.9.2 PCROQ 0000005 TICCTTGGACGAAATCCCACC 3' [] 00 OO 00 5’ GCCAGAATTGAA- 
CACATGAGCGC 3' [] 000000 O 559bpU O E] UU U 1230 ~ 1788W 
PCRU OOO U LIE] 10 94° 4 min T] 20 94°C 30 sf] 54°C 1 min[] 94°C 1 min 20 d] 350 000 
2 00000 


21 UUUO0UOOUOUUUOOO0O0OUUU0O0O0OUU00000 
UU20020000000000000000000000000000000 

UUUO0O0OO0OO0O0O0U0U00000000000000000000000000000 

UUUOO0O0OO0O0OU0O0O000U0000000000000000000000000 


A ee EEEDEPLT TE LET ELE EE EGSEPETE EPEPHE HI 
02 go000000000000000000000 


Table 2 Effects of ventilation of the container on the formation and growth of rice calli 
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图 2 培养 器 亚 的 透气 性 对 水 稳 愈 伤 组 织 的 诱导 、 
生长 影响 。 左 : 透气 不 良 ; 右 : 透气 良好 
Fig. 2 Effects of ventilation of the container on the 
formation and growth of rice calli 





图 3 水 稳 愈 伤 组 织 转化 后 的 筛选 培养 分 化 出 苗 
Fig. 3 Rice calli transformed with cryIA (b) regenerated 
from riceon selection medium after transformation calli 


after selection culture 


left: bad ventilation; right: good ventilation 


2.2 培养 基 的 渗透 势 对 愈 伤 组 织 生长 、 分 化 的 影响 
RI 洗 菌 液 渗透 势 对 洗 菌 后 愈 伤 组 织 死亡 率 的 影响 2.2.1 洗 菌 液 渗透 势 对 愈 伤 组 织 生长 的 影响 
Table 3 Effects of osmotic potential of washing solution on ft 伤 组 织 与 农 杆 菌 共 培 养 后 ， 需 要 利用 
一 定 浓 度 的 羧 休 青霉素 (Cb) 溶液 进行 洗 


the death rate of the calli after washing treatment 





an manran 。 菌 ， 洗 菌 液 的 涌 适 势 对 愈 伤 组 织 的 损伤 有 较 
f 35 g/L BE, 10 gL HORRE, 15.2 大 的 影响 ， 如 表 3 ra, WS RETE ERSTE 
RA O mg/l Ch xo 糖 、 甘 吉本 提高 洗 菌 液 的 渗透 势 有 助 于 降低 
R350 ng | 


愈 伤 组 织 洗 菌 后 的 死亡 率 。 
2.2.2 培养 基 渗 透 势 对 愈 伤 组 织 生长 、 分 化 的 影响 ”如 表 4 所 示 ， 将 愈 伤 组 织 置 于 含 15 
g/L 山梨 醇 或 甘露 醇 的 高 渗 培 养 基 中 培养 25 d 左 右 ， 愈 伤 组 织 显 得 致密 ， 比 较 干燥 ， 颗 粒 
状 明显 ;而 在 不 含 渗透 剂 的 培养 基 上 培养 的 愈 伤 组 织 则 显得 疏松 、 潮 湿 ， 颗 粒状 不 太 明 
显 ， 而 且 培养 时 间 长 会 出 现 黏 液 。 说 明了 采用 高 渗 培 养 基 进 行 培养 有 利于 改善 愈 伤 组 织 的 
生长 状态 ， 且 有 助 于 分 化 出 苗 ， 因 为 这 些 经 过 高 渗 处 理 的 愈 伤 组 织 转 到 分 化 培养 基 后 ， 缩 
短 了 出 绿 芽 的 时 间 ， 绿 芽 率 也 明显 比 没有 经 过 高 渗 处 理 的 高 。 
表 4 培养 基 滩 透 势 对 愈 伤 组 织 生 长 、 分 化 的 影响 
Table 4 Effects of osmotic potential of media on growth and differentiation of rice calli 





ALPE SFE 愈 伤 组 织 外 观 绿 芽 率 /% ”出芽 时 间 
1 ” 继 代 培养 基 +15 gfL 山梨 醇 ”致密 ， 较 干燥 ,颗粒 状 明显 

2. 继 代 培 养 基 + 15 g/ 甘 露 醇 — 致密 ， 较 干燥 ， 颗 粒状 明显 

3 AMORE 较 疏 松 ， 较 潮湿 ， 颗 粒状 不 太 明显 培养 时 间 长 出 现 黏液 

4 ”处 理 1 转 分 化 培养 基 较 干 燥 ， 颗 粒状 明显 36.0 较 快 
5 ”处 理 2 转 分 化 培养 基 较 干燥 ， 颗 粒状 明显 30.0 较 快 
6 _ 处理 3 转 分 化 培养 基 较 潮 湿 ， 颗 粒状 不 太 明 显 24.5 较 慢 


2.3 乙酰 丁香 酮 对 转化 效率 的 影响 
从 表 5 可 看 出 ， 在 水 称 愈 伤 组 织 的 转化 过 程 中 ， 即 使 没有 乙酰 丁香 酮 的 激活 作用 ， 仍 
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然 有 一 定数 量 的 抗 性 愈 伤 组 织 和 抗 性 苗 产 生 ， 但 添加 100 pmol/L 乙酰 丁香 酮 激活 物 ， 却 能 


够 显著 提高 抗 性 愈 伤 组 织 形 成 率 和 抗 性 苗 的 数量 。 
RS 乙酰 丁香 酮 对 水 称 转化 效率 的 影响 
Table 5 Effects of acetosyringone (AS) on rice transformation efficiency 


处 理 
AA 培养 基 和 共 培 养 培养 基 中 不 加 AS 
AA 培养 基 和 共 培 养 培养 基 中 添加 20 mg/L 的 








4 筛选 后 的 水 稳 抗 性 愈 伤 组 织 分 化 出 苗 
Fig. 4 The plantlets regenerated from rice 
hygromycin-resistant calli after 
selection culture 
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图 5 转化 植株 根 、 叶 的 GUS 
ER: 叶片 ， 上 : 转化 植株 (CUS*); F: 


(GUS- )。 右 图 : RR, E: 转化 植株 (GUS*); F: 没 转化 


的 对 照 植株 (GUS™ ) 


Fig. 5 GUS expression in root segment and leaf segment 
Left: leaf segment, above: transgenic plants (GUS* ); below: non- 


transgenic plants (GUS~ ) Right: root segment 


, above: transgenic 


抗 性 愈 伤 组 织 百分率 /% 绿 芽 团 块 / 团 绿 芽 率 /% 
14.3 8 42.1 
AS 23.8 54 72.2 


2.4 GUS 染色 鉴定 转基因 植株 

对 转化 植株 的 幼 根 和 叶 进 行 GUS 染色 鉴定 ， 结 果 
部 分 植株 的 根 、 叶 都 呈现 出 明显 的 蓝 斑 ， 如 图 5 所 示 ， 
也 有 部 分 植株 的 蓝 斑 不 明显 ， 甚 至 没有 蓝 斑 出 现 。 
2.5 RCR 鉴定 转基因 植株 

WA MR MENA A 39 号 、 滇 系 4 号 部 分 转 
化 植株 进行 PCR 扩 增 检测 ， 合 系 39 号 的 转基因 水 稻 有 
4 个 株 系 有 559bp 的 目标 扩 增 带 ， 其 中 第 2、4 株 系 的 目 
标 条 带 较 弱 ， 可 能 是 因为 模板 DNA 量 偏 少 ， 在 本 次 鉴 
定 实验 中 ,， 汗 系 4 号 的 转基因 水 稻 有 1 个 株 系 有 559bp 
的 目标 扩 增 带 ， 结 果 两 品系 都 得 到 了 阳性 植株 ， 表 明 
Bt 基因 已 转 信 到 水 称 基 因 组 中 ， 如 图 6 所 示 ， 需 要 说 


明 的 是 ， 在 每 个 电泳 道 约 120bp 位 置 都 有 条 带 ， 该 条 带 为 PCR 过 程 中 的 引物 多 聚 体 。 


3 讨论 
3.1 ”透气 性 对 水 称 愈 伤 组 织 生 长 的 影响 
从 本 实验 的 结果 来 看 ， 透 气 性 对 
水 称 愈 伤 组 织 的 生长 影响 较 大 。 当 水 
稳 愈 伤 组 织 处 在 生长 阶段 时 ， 生 长 旺 
盛 ， 细 胞 分 裂 迅 速 ， 需 要 吸收 大 量 的 
氧气 ， 排 出 乙烯 等 代谢 废气 ， 使 得 一 
些 透气 性 差 的 培养 器 严 内 气体 交换 失 
去 平衡 ， 有 些 封口 膜 由 于 受到 瓶 内 气 
压 的 影响 而 向 外 鼓 或 向 内 陷 ， 瓶 里 面 
愈 伤 组 织 形 成 率 低 ， 且 通常 呈 水 浸 
R, 呈 暗 黄色 。 采 用 通气 性 好 的 培养 
器 下 有 助 于 愈 伤 组 织 保持 良好 的 呼吸 
代谢 ， 促 进 其 生长 ， 从 而 提高 工作 效 


表达 
没 转化 的 对 照 植 株 


plants (GUS* ); below: non-transgenic plants (GUS- ) 。 


率 ， 降 低 实验 成 本 。 


3.2 ”乙酰 丁香 酮 对 转化 效率 的 影响 
在 一 些 农 杆 菌 转化 水 稳 的 报道 中 (Chan 等 ，1993; Hiei 等 ，1994) 认为 共 培 养 阶段 添 
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加 能 活化 vir 基因 的 酚 类 化 合 物 如 乙酰 丁香 酮 是 转化 成 功 的 关键 之 一 ， 而 在 本 实验 中 ， 我 
们 却 发 现 ， 没 有 乙酰 丁香 酮 的 存在 ， 也 能 够 获得 一 定数 量 的 抗 性 愈 伤 和 抗 性 苗 ， 但 若 添加 
乙酰 丁香 酮 ， 确 实 能 显著 提高 生成 抗 性 愈 伤 和 抗 性 苗 的 百分率 。 
[=] 3.3 渗透 势 对 转化 效率 的 影响 
CE 3.3.1 洗 菌 液 的 渗透 势 愈 伤 组 织 与 
农 杆 菌 共 培养 后 ， 要 进行 洗 菌 处 理 ， 
由 于 洗 菌 的 时 间 较 长 ， 铬 处理 不 当 ， 
会 造成 愈 伤 组 织 的 大 量 死亡 或 难以 抑 
制 农 杆菌 的 生长 ， 因 此 ， 提 高 洗 菌 液 
的 渗透 势 是 减少 损伤 的 关键 之 一 ， 在 
实验 中 我 们 亦 发 现 : 用 具有 一 定 渗透 
势 的 洗 菌 液 洗 菌 比 用 蒸馏 水 洗 菌 后 ， 
愈 伤 组 织 的 生长 状态 要 好 ， 死 亡 率 亦 
CK, ; 阳性 对 照 ， 质 粒 KUB 扩 增产 物 ，1_2，4_5， WR A 较 低 ， 这 可 能 是 后 者 的 低 渗 作用 对 愈 
转化 植株 DNA 扩 增 产物 ; 3: AR 39 号 转化 植株 DNA 扩 增 产 ” 伤 组 织 的 细胞 膜 造成 了 一 定 的 伤害 ， 
物 ; Ck: 阴性 对 照 ， 未 转化 植株 DNA 扩 增 产物 ，CKs: 阴性 ”而 且 过 度 吸 水 后 再 转 到 有 一 定 渗透 压 
对 照 ，water; M: marker (A DNA/EcoR I + Hindlll ) 的 筛选 培养 基 中 ， 愈 伤 组 织 往往 会 发 

Fig. 6 PCR assay of cryIA (b) gene in transgenic plants 生 一 定 程 度 的 脱水 作用 ， 引 起 愈 伤 组 
CK, : positive control, PCR products of plasmid pKUB; 1-2, 4- 5: 织 表面 出 现 水 泡 状 ， 而 不 利于 其 生 
PCR products of genomic DNA in transformed plants of Dianxi 4; 3: PCR E. Ak. WRZE, RARER 

oducts of genomic DNA in transformed plants of Hexi 39; CK: negative 

E PCR products of genomic DNA in non-transformed plants; CK; : 伤 组 织 置 于 无 菌 滤纸 上 吸 干 表面 的 水 
negative control, water; M: marker (A DNA/EcoRI + Hindlll) 分 ， 再 置 于 超 净 台 上 吹 干 1~3h， 以 

除去 多 余 的 水 分 。 

3.3.2 培养 基 的 渗透 势 ” 据 一 些 研究 报道 ( 黄 健 秋 等 ，2000) ， 经 过 高 渗 处 理 可 使 愈 伤 组 

织 在 转 和 人 分 化 培养 基 后 迅速 出 苗 ， 提 高 分 化 频率 。 本 实验 再 次 证 明了 这 一 结果 ， 愈 伤 组 织 

在 添加 了 山梨 醇 或 甘露 醇 的 培养 基 生 长 一 段 时 间 后 ， 普 遍 变 得 致密 ， 颗 粒状 明显 ， 这 些 愈 

伤 组 织 再 转 人 分 化 培养 基 ， 普 遍 比 对 照 出 苗 快 ， 出 苗 多 。 

3.4 外 源 基 因 的 表达 与 稳定 性 

有 的 研究 报告 指出 ， 虽 然 外 源 基 因 已 经 导 和 人 了 植株 ， 但 并 不 总 是 表达 ， 即 所 谓 的 转 基 
因 “ 沉 默 ”， 并 认为 这 是 由 于 外 源 基 因 在 转基因 植株 中 的 甲 基 化 等 原因 造成 的 〈Finnegean 
等 ，1993)。 : 

在 对 转化 植株 的 根 、 叶 进行 GUS 染色 时 ， 我 们 发 现 有 的 植株 的 根 、 叶 全 都 表现 出 强 
烈 的 GUS 染色 阳性 , 但 有 的 却 表 现 得 很 弱 ， 其 至 没有 。 在 同一 植株 上 ， 有 时 也 并 非 表现 
出 一 致 的 阳性 或 阴性 ， 会 出 现 一 些 叶子 或 根 显 色 ， 而 另 一 些 叶 子 或 根 却 不 显 色 。 这 一 现象 
是 由 于 基因 沉默 造成 ,还 是 由 于 植株 本 身 就 是 转基因 细胞 和 非 转 基因 细胞 般 合 发 育 而 来 
的 ， 即 般 合 体 ， 需 要 进一步 的 研究 。 
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